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"^Deutsche Patentanmeldung - S e rums t abil e • araphot ere Liposomen. 
Stand der Tachnik 

Eine recht neue Klasse von potentiellen pharmazeutischen Wirkstoffen 
stellen die sogenannten kurzen interf erierenden Ribonukleinsauren (siRNA) 
dar, die als Doppelstrang eingesetzt werden, urn ein'zelne Gene gezielt in 
5 ihrer Aktivitat herunterzuregeln oder ausz'uschalten . Ihr grofies Potential 
in Therapie und Diagnostik ist leider mit dem Nachteil der starken 
Instability gegenuber Korperf ltissigkeiten verbunden. Insbesondere im Blut 
werden kleine Nukleinsauren- sehr rasch abgebaut. Durch chemische 
Modifizierung der Nukleinsauren wird' versucht die Empf indlichkeit dieser 
JO MolektAle herabzusetzen, was als Nachteil oft eine verringerte bis fehlende 
biologische Aktivitat zur Folge haben kann. 

Ein anderer Ansatz ist die Verwendung eines* Tragers, der die siRNA vor* 
Angriffen von Enzymen schutzt und zum Wirkort transportieren kann. 
Liposomen- werden schon seit einiger Zeit als pharmazeut'ischer TrSger fur, 
Arzneistof f e. eingesetzt . ■ 

Zahlreiche Publikatione.n beschaftigen sich .mit der Anwendung von meist 
kationischen liposomalen Systemen zum intrazellularen Delivery von 
Oligonukleotiden in vivo (z.B. Molecular Membrane Biology, 16, 129-140, 
(1999)/ BBA 1464, 251-261, (2000); Reviews in Biology and Biotechnology, 
1(2), 27-33, (2001): All diesen Systemen gemein ist jedoch die Tatsache, 
dass die verwendeten Lipid-Mischungen aus ungesatt.igten und kationischen 
Lipiden wie z.B. DOTAP und/oder DOPE aufgebaut sind und aus diesem Grund 
nicht serumstabil sind. Dadurch bedingt setzen diese Liposomen 
eingeschlossenen Wirkstoff s^hr schnell nach einer. parenteralen Applikation 
frei. Haufig werden fur die oben genannjten Anwendungen auch Kompl'exe aus 
vorgeformten Liposomen und Nukleinsauren hergestellt (z.B. Lipoplexe) . Die 
.Komplexbildung bzw. die meist nicht im Serum stabilen liposomalen 
Vormulierungen fuhren dazu, dass die Stabilitat der Oligonukleotide Uber 
30 einen langeren Zeitraum, nicht gewahrleistet ist. 

Amphotere Liposomen sind eine neue Klasse von Liposomen, die vorteilhafte 
Bigenschaften gegenuber konventionellen Liposomen und rein kationischen 
' Systemen ftir ein intrazellulares Delivery bieten. Negativ geladene 

35 Wirkstoffe, wie die Nukleinsauren lassen sich effektiv in das Innere dieser 
Liposomen verpacken, obwohl die Gesamtladung der Liposomen bei 
physiologischem pH negativ bleibt. Durch Anderung des Umgebungs-pH, wie er 
bei der endosomalen Aufnahme von Liposomen in Zellen vorkommt, von neutral 
nach leicht sauer, andert sich auch die Ladung der amphoteren Liposomen von 

40 anionisch nach leicht kationisch und die Vorteile eines kationischen 
Transfektionsreagenzes werden ausgenutzt. In der WO 02/66012 A2 sind diese 
Liposomen erstmals beschrieben. Die WO 02/66490 und WO 02/66489 (WO 03 
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070220 & WO 03 070735) stellen pH-sensitive Lipide yor, die sich zum Aufbau 
von amphoteren Liposmen eignen. 

Bei systemischer Applikation ist neben den ublichen Bedingungen fur 
5 parenterale Applikation, wie Sterilitat, Isoosmolaritat, Reinheits- und 
Toxizitatsanforderungen, die Stabilitat einer liposomalen Formulierung in 
humanem Serum eine Vorraussetzung fur ein erf olgreiches 
Zulasssungsverf ahren. So sehen auch die Richtlinien der US-amerikanisphen 
Auf sichtsbehtfrde FDA f Or . liposomale Formulierungen 

10 f http\//w ww.fda.gov/cder/guigance/index.htm , Liposome Drug Products) besondere 
Priifungen vor. Dabei wird verlangt, dass das, Verhaltnis verkapselter zu 
freiem Arzneistoff in vitro, sowie in vivo uber den Zeitraum ' der 
Zirkulation zu bestimmen ist. 

Serumkomponenten konnen die liposomale Membran . permeabilisieren und 
Wirkstof f , freisetzen. Ob ein - Wirkstoff schnell, langsam Oder nicht 
freigesetzt wird, hangt auch . von den molekularen Dimensionen des 
Wirkstof ires ab. So verbleibt ein Plasmid mit mehreren tausend Basenpaaren 
eher im Liposom als kleine . Oligonucleotide. Fur* ein intrazellulares 
Delivery ist es wesentlich, dass die Freisetzung moglichst gering ist. 
20 ' 
Beschreibung der Erfindung 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass die in der WO 02/66012 A2 
offenbarten amphoteren Liposomen sich stark in ihrer Serumstabilitat bei 
Verwendung von kleinen pligonukleotiden unterscheiden . Ziel der 
25 vorliegenden Erfindung ist es daher, Formulierungen von amphoteren 
Liposomen bereitzustellen, die- kleine Oligonukleotide, wie siRNA und/oder 
Antisense-Molekiile, in ihren Innenraum einschlieAen und . unter 
kSerumbedingung nicht, oder nur zu einem kleinen Teil freisetzen und sich 
'somit zur parenteralen Gabe eignen*. 
30 

Die fur diese Ausfuhrung der Erfindung relevanten Oligonukleotide sind aus 
5-100, bevorzugt aus 5-40 und besonders bevorzugt aus 10-25 Nu^kleotiden 
Oder Basenpaaren auf gebaut , Daruberhinaus konnen die Oligonukleotide als 
•Einzelstrang {z.B. Antisense-Oligonukleotide) , als Doppelstrang (z.B. 

35 small-interfering RNA, Decoy-Oligonukleotide) Oder in komplexer Faltung 
(z.B. Aptamere, Spiegelmere, Ribozyme) vorliegen. Alle fur diese Erfindung 
relevanten Oligonukleotide sind aus Desoxyribohukleotiden oder aus 
Ribonukleotiden sowie aus deren chemisch-modif izierten Deriyaten aufgebaut, 
wie beispielsweise Phosphorothioate DNA (PS), 2'-0-methyl RNA (OMe), 2'-0- 

40 ' methoxy-ethyl RNA (MOE) , Peptide nucleic acid (PNA) , N3'-P5' 
Phosphoroamidate (NP) , 2' -f luoro-arabino nucleic acid (FANA), Locked 
nucleic acid <LNA) , Morpholino phosphoroamidate (MF)', Cyclohexene nucleic 
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acid (CeNA) , Tricyclo-DNA (tcDNA) ) . Daruber k6nnen Copolymere und Block- 
Copolymere verschiedener Nukleotide und sogenannte Gapmere in die Liposomen 
eingeschlossen werden. 

In einer vort'eilhaf ten Ausgestaltung der Erfindung werden Aptamere oder 
Spiegelmere in die Liposomen eingeschlossen. 

Aptamere sind DNA- oder RNA-basierte Oligonukleotide rait komplexer 
dreidimensionaler Struktur. Aufgrund dieser Struktur konnen Aptamere sehr 
spezifisch und hochaffin an Proteintargets binden und wirken somit 
therapeutisch, raeist extrazelluiar . Ihre Funktionalitat ist nahezu 

identisch zu monoklonalen Antikorpern. • 

Spiegelmere sind im Gegensatz zu D-Oligonukleotiden aus L-Ribose- und L- 
2' -Desoxyribose-Einheiten aufgebaut. Genau wie Aptamere binden diese 
spiegelbildlichen Nukleinsauren spezifisch an Proteintargets. Aufgrund der 
chiralen Inversion besitzen Spiegelmere im Gegensatz zu herkommlichen D- 
Oligonukleotiden eine erhohte Stabilitat gegenuber einem enzymatischen 
Abbau. 

Das Grundgeriist der erf indungsgemaBen amphoteren Liposomen wird von 
neutralen Gerustlipiden gebildet, die einen Anteil an der Membran von 
mindestens 15mol%, bevorzugt von mehr als 25mol% und- weiter bevorzugt von 
,mehr als 35 mol% und hoch'stens 65 mol% besitzen. Geeignete Lipide sind 
O?hoshatidylcholine, wie DMPC, DPPC, DSPC,' DOPC und POPC, die sowohl 
synthetischen als auch natiirlichen oder halbsynthetischen Ursprungs sein 
konnen . 

Es ist dem Fachmann bekannt, das's sich die ' Serumstabilitat von Liposomen 
durch Zusatz von Cholesterol in der Membran erhohen lafit. Dies wurde auch 
fur. .amphotere Liposomen gefunden. Die erf indungsgemaften Liposomen besitzen 
vorzugsweise einen Gehalt von 30 bis 50mol%, bevorzugt * von 35 - 45 mol% 
Cholesterol in der Membran. 

Viele Lipide, die als LadungstrSger fur amphotere Liposomen verwendet 
werden kdnnen, leiten sich von der chemischen Grundstruktur des Cholesterol 
ab ■ (beispielsweise die offenbarten Verindungen in WO 02/66490 und WO 
02/6648). 

Oberraschenderweise wurde gefunden, dass diese Cholesterqldereivate im 
Allgemeinen, besonders MoChol, HisChol, Chems, HistChol nicht die 
stabilisierende Wirkung des nativen Cholesterols besitzen, daher ist es von 
Vorteil, wenn die Summe aller sterolbasierenden Lipide 55 mol%. nicht 
tlbersteigt . 
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Das amphot ere Ladungsverhalten kann auf zwei. Weisen gebildet werden: durch 
Verwendung von amphoteren Lipiden oder durch geignete Mischungen von pH- 
sensitiven kationischen und anionischen Lipiden, wie sie in der WO 02 
06 6012 offenbart werden. Werden amphotere Lipide verwendet, so betragt der 
Membranteil zwischen 5 und 30 mol%, weiter bevorzugt zwischen 10 und 25%., 
bei Mischungen betragt der . Gesamtladungst rage r ant eil bevorzugt nicht mehr 
als -50mol%, weiter bevorzugt zwischen 20 und' 40mol%. • 
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In ' einer bevorzugten Ausftihrungsf orm der Erfindung werden amphotere 
Formulierungen wie folgt zusammengesetzt : 

- Grundlipid ausgewahlt aus der Gruppe DMPC, DPPC, DSPC mit 25 bis 65 mol% 

- Cholesterol, mit 35 - 45 mol% 
amphoteres Lipid, ausgewahlt aus der Gruppe: Hist Choi, HistDG, 

isoHistSuccDG, Acylcarnosin, HCChol . 

In einer' weiteren bevorzugten Ausftihrungsf orm der Erfindung werden 
Formulierungen wie folgt zusammengesetzt: 

- Grundlipid ausgewahlt aus der Gruppe DMPC, DPPC, DSPC mit 2 5 bis 65 mol% 

- Cholesterol, mit 35 - 45 mol% 

r Mischung kationischer und anionischer Lipide, davon mindestens eines pH- 
sehsitiv, ausgewahlt aus den Gruppen: , 

a) kationisch: DMTAP, DPTAP, DOTAP, DC-Choi, MoChol, HisChol, DPI*!, CHIM, 
DORIE, DDAB, DAC-Chol, TC-Chol, DOTMA, DOGS, C ( 18 ) 2Gly+N, N- 
dioctadecylamidoglycin, CTAP, CpyC, DO DAP, und DOEPC. 

b) anionisch: DGSucc, DMPS, DPPS , DOPS, POPS, DMPG, DPPG,DOPG, POPG, DMPA, 
DPPA, DOPA, POPA, Chems und CetylP 

mit Anteil an der liposcmalen Membran von hdchstens 4 0 mol%. . 

r In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Erfindung wird die 
30 Formulierung und ihre Zusammensetzung ausgewahlt aus folgender Tabelle : 
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25 




Zusammansetzung 


Molare Verhaltnisse 


DMPC/MoChol/DMPS/Chol 


40:10:10:40 


DMPC/AC/Chol 


50:10:40 


DMPC/HisChol/DPPS/Chol 


35:10:15:40 


DMPC/IsohistsuccDG/Chol 


50:10:40 


DMPC/MOChol/DGSucc/Chol 


35:10:15:40 


DMPC/MoChol/DGSucc/Chol 


40:10:10:40 


POPC/MoChol/DGSucc/Chol 


35:10:15:40 


DMPC/HistChol/Chol 


50:10:40 


POPC/MoChol / DG-Succ/Chol. 


20:10:30:40 
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DMPC/Hist-DG/Chol/ 


50 


10; 


40 




DMPC/MoChol/DG-Succ/Chol 


20 


10: 


30 


40 


POPC/MoChol /DPPS/Chol 


40 


10: 


10 


40 


DPPC/DOTAP/DG-Succ/Chol 


20« 


10: 


30 


40 


DPPC/HistChol /Choi 


50: 


10: 


40 


i 


DPPC/HistDG/Chol 


40: 


20: 


.40 




DPPC/MoChol/DG-Succ/Chol 


20: 


10: 


30: 


40 • 


POPC/HcChol/Chol 


50: 


15: 


35 




DPPC/HcChol/Chol 


50: 


15: 


35 




POPC/AC/Chol 


50: 


15: 


35 




DPPC/AC/Chol 


50: 


15: 


35 




DPPC/HistChol/Chol 


50: 


15: 


35 




POPC/HistChol/Chol 


50: 


15: 


35 




POPC/HistSuccDG/Chol 


50: 


15: 


35 




DPPC/IsoHistSuccDG/Chol 


50: 


15: 


35 




POPC/IsoHistSuccDG/Chol 


50: 


15: 


35 




DPPC/HistSucc/Chol 


50: 


15: 


35 




POPC/MoChol/Chems/Chol" 


40: 


10: 


10: 


40 


POPC/ DOTAP / Chems / Ch ol 


30: 


10: 


20: 


40 


DMPC/HisChol/DGSucc/Chol 


40: 


10: 


10: 


40 


POPC/HisChol /Chems /Choi 


40: 


10: 


10: 


40 


DMPC/MoGhol /Chems/Chol 


40: 


10: 


10: 


40 


POPC/MoChol/DGSucc/Chol 


30: 


20: 


10: 


40 



Fur eine Verwendung der erf indungsgemaJJen Formulierungen als 
Axzneimitteltrager kann es zweckmaBig sein, Substanzen, die die Haltbarkeit 
^^erhohen, die zur Regulierung des osmotischen Drucks dierien, zuzusetzen. 

Die Herstellxing der erf indungsgemaflen Liposomen kann durch Verf ahren nach 
dem Stand der Technik erfolgen, wie beispielsweise Extrusion durch 
Membranen definierter * Porengrofie, Ethanolinjektion oder 

10 Hochdruckhomogenisation. Beispielhaf te Ausfuhrungen sind in den Beispielen' 
gegeben. 

Nicht eingeschlossener Wirkstoff wird abgetrennt. Dazu werden geeignete 
Trennverfahren verwendet, so dass der Wirkstoff zu mindestens 90% im 
15 Liposom eingeschlossen ist und weniger als 10% des Wirkstoffes sich 
ausserhalb des Liposoms befinden. Hierfiir konnen chromatographische 
Verfahren, Zentrif ugation, Dialyse oder Ultrafiltration verwendet werden. 
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Die erfindungsgemeiflen liposomalen Formula erungen konnen zur therapeutischen 
Behandlung eines Saugetieresverwendet werden.. Auch zur therapeutischen 
Behandlung von Menschen kdnnen sie verwendet werden. 

Insbesandere zur parenteralen Applikation, bevorzugt zur intravenosen 
Applikation sind die erf indungsgemaiJen liposomalen Formulierungen geeignet. 

AnschlieAend wird die Erfindung an Beispielen .weiter erlautert, ohne auf 
diese Ausftihrungen begrenzt zu sein. ... 
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Abkur zungen : 



DMPC Dirnyristoylphosphatidylcholin 

DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin 

DSPC ' . Distearoylphosphatidylcholin 

POPC Palmitoyl-oleoylpriosphatidylcholin 

DOPC Dioleoylphosphatidylcholin 

DOPG Dioleoylphosphatidylglycerol 

POPG Palmitoyl-oleoylphosphatidylglycerol 

DMPG Dimyristoylphosphatidylglycerol 

DPPG Dipalrnitoylphosphatidylglycerol . 

DMPS ' Dimyri st oyl phosphatidyl serin 

DPPS 'Dipalmitoylphosphatidylserin 

DOPS Dioleoylphosphatidylserin 

POPS Palmitoyl-oleoylphosphatidylserin 

DMPA ' Dimyristoylphosphatidic acid 

DPPA Dipalmitoylphosphatidic acid 

DOPA Dioleoylphosphatidic acid 

POPA Palmitoyl-oleoylphosphatidic acid 

Chems Cholesterolhemisuccinat 

DC-Choi 3-0- [N- (W ,N' -dimethyl ethane) carbamoyl ] cholesterol 

CetylP Cetylphosphat 

DO DAP (1, 2) -dioleoyloxypropyl) -N, N-dimethylammonium chloride 

DOEPG 1, 2-dioleoyl-sn-glycero-3-ethylptiosphocholin 

DAC-Chol 3-0- [N- (N, N' -dimethyl ethane ) carbamoyl] cholesterol 

TC-Chol ' 3-0-(N~(N',N', N ' -trimethyiaminoethane ) carbamoyl) cholesterol 

DOTMA .{l f 2-dioleyloxypropyl ) -N, N, N-trimethylammoniumchlorid) 

(Lipofectin®) '; 

DOGS ( (C18) 2 GlySper3 + ) N, N-dioctadecylamido-glycyl-spermin 

. (Transf ectam®) 4 

CTAB • Cetyl-trimethylarranoniumbromid, 

CPy'C Cetyl-pyridiniumchlorid 

DOTAP" {1, 2-dioleoyloxypropyl).-N,N,N-trimethylammonium Salz . 

DMTAP (1, 2-dimyristoyloxypropyl) -N, N, N-trimethylammonium Salz 

DPTAP (1, 2-dipalmitoyloxyprppyl) -N, N, N-trimethylammonium Salz 

DOTMA '( 1 , 2-dioleyloxypropyl) -N,N,N-t rime thyl ammonium chlorid) 

DOR IE (1, 2-dioleyloxypropyl) -3 dimethylhydroxyethyl ammoniumbromid) 

DDAB Dimethyl dioctadecyl ammonium bromid 

DPIM 

CHIM Histaminyl-Chole'sterolcarbamat 

MoChol 4- (2 -Ami no ethyl ) -Morpholino-Cholesterblhemisuccinat 



• • * 
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HisChol Histaminyl-Cholesterolhemisuccinat. 

HCChol Na-Histidinyl-Cholesterolcarbamat 

HistChol Na-Histidinyl-Cholesterol-heirusucciriat . 

AC Acylcarnosin, Stearyl^- & Palmitoylcarnosin 

HistDG 1, 2-Dipalmitoylglycerol-hemlsuccinat-Na-Histidinyl- 



hemisuccinat, 
oleoylderivatives 



& Distearoyl- , Dimyristoyl , Dioleoyl or palmitoyl- 



IsoHistSuccDG 1, 2— Dipalmitoylglycerol-Oa-Histidinyl-Na-hemisuccinat , 
10 Distearoyl-, Dimyristoyl, Dioleoyl or palmitoyl-oleoylderivatives 




DGSucc 1, 2— Dipalmitoyglycerol-3-hemisuccinat 

dimyristoyl- Dioleoyl or palmitoyl-oleoylderivatives 



Distearoyl-, 
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Abbildungan 



Abbildung 1: Chemische Formeln von Lipiden 



Abbildung 2: Belegung einer 96-well Mikrotiterplatte fur den 
Serumsstabilit&tstest, gemessen wird die Freisetzung des Floureszenzmarkers 
CF 



Abbildung 3: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme neben einer 
Phasenkontrastaufnahme zur Zelllokalisierung . 
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Belspiel 1 

Hers tel lung von amphoteren Liposomen 

Ein Gemisch aus cien in Tabelle 1 benannten Lipiden wird in den angegebenen 
molaren Verhaltnissen in . Chloroform gelost und anschlieflend im 
5 Rotationsverdampf er im Vakuum vollstandig getrocknet. 

Der Lipidfilm wird mit lOmM Hepes, 150mM- NaCl, pH 7.5 versetzt, dass eine 
lOOmM Suspension entsteht . Anschlieftend wird diese Suspension, far 45 
Minuten im Wasserbad bei 50°C unter Rotiexen hydratisiert und fur weitere 5 
Minuten im Ultraschallbad behandelt. Danach wird die Losung eingefroren. 
10 Nach dem Auftauen werden die Liposomen mehrfach durch eine Membran mit 
einer Porenweite von 4 00nm extrudiert; 

QF - (Carboxyf luorescein) - gefiillte Liposomen 

• Die Herstellung effolgt analog dem Voranstehenden, nur wird zur Hydratatipn 
des Lipidfilms eine Losung des Farbstoffes verwendet, nach: 500 mg CF 
werden in 130 pi 5 M NaGl , 12,5 ml 10 mM Hepes pH 7,5 und 630 ul 5 N NaOH 
gelost. Der pH-Wert wird kontrolliert und gegebenenf alls nachgestellt {auf 
pH7,5). 

Die Abtrennung des nicht eingeschlossenen CF erfolgt uber Gelfilt ration. 

20 

. Belspiel 2: 

Einschluss von Cy5 . 5 anti CD40 ODN (floereszenznarkiertes Antisense- 
Oligonukleotid) in amphotere Liposomen 

25 Eine Lipidmischung folgender Zusammensetzung, DMPC/MoChol/DG-Succ/Chol 
.40:10:10:40 (mol%) wird bei 50°C in , Chloroform gelost und anschliefiend im 
Rotationsverdampf er im Vakuura vollstandig getrocknet. 
^^^Der Lipidfilm wird mit soviel Cy5 . 5^anti-CD40-ODN (Antisense- 
M jM oi i gonu kl e at i d ) (150 ug/ml in 10 mM NaAcetat, 300. mM Sucrose, pH 4,5) 
^O^versetzt, 'dass eine 15 mM Suspension entsteht. AnschlieBend wird diese 
Suspension fur 45 Minuten im Wasserbad bei 50°C unter Schwenken 
hydratisiert uhd fur weitere 5 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Danach 
wird die Suspension eingefroren. Es folgen 3 Einfrier- und Auf tauprozesse, 
wobei nach dem Auftauen jeweils eine 5-minutige • Behandlung im 
35- Ultraschallbad erfolgt. 

Nach dem letzten Auftauen werden die Liposomen mehrfach durch eine Membran 
mit einer Porenweite von 200nm oder 400nm extrudiert (Avestin LiposoFast, 
Polycarbonat-Membran mit einer Porenweite von 200 oder 400nm) . Nach der 
Extrusion wird durch Zugabe einer lmol/L HEPES-Stammiesung ein pH von 7,5 
40 eingestellt. 

Der Anteil des eingeschlossenen Cy5 . 5-anti-CD4 0-ODN (Antisense- 
Oligonukleotid) wird nach Abtrennung des frei vorliegenden Wirkstoffes 

11 
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durch dreimalige Sedimentation in der Ultrazentrifuge bei 60000 x g ttber 45 
min f luoreszenzspektroskopisch ermittelt. 

Die Einschlussef f izienz des Oligonukleotids wird durch Bestimmung des 
Lipidgehaltes und der f luorimetrischen Cy5 . 5 -Bestimmung im Verhaltnis zu' 
. zum Materialeinsatz von Lipid und ODN gesehen und betragt fur die 
Formulierung 53% / 

Bei spiel 3 

Bestimmung der Serumstabilitat. . ■. 

Als Modellwirkstof f wird Carboxyf lourescein' . (CF) eingesetzt, der wie 
Oligonukleotide bei physiologischem pH negativ geladen ist. Die 
Serumstabilitat der CF-gefullten Liposomen wird iiber den Zeitraum von 

insgesamt 24 h bei 37 °C beobachtet. Es wird dabei die Freisetzung des CF 

i 

aus den Liposomen fiber die Zeit per Fluoreszenzmessung beobachtet. Es 
konnen 3 verschiedene Liposomenf ormulierungen pro 96-well-Platte getestet 
werden. Zur Bestimmung der prozentual f r,eigesetzten Menge an CF wird die in 
'Puffer inkubierte Probe sowohl direkt vermessen (Basiswert) als auch nach 
Offnung der Liposomen durch Zugabe von Triton (Tritonwert oder 100%-Wert) . 
In einem Ge samtvo lumen . von 500 ul werden sterilf iltriertes ' Serum und 1 mM 
Liposomen zusammengegeben . Derselbe Ansatz wird als Kontrolle mit. Puffer 
anstelle des Serums vorbereitet. 

i *• 

Eine 96-well-Platte wird f olgendermafien vof den jeweiligen Probennahmen 
vorbereitet: in die Wells einer Zeile, Spalten 1, 3, 5, 1, '9 und 11 werden 
jeweils 5 pi Puffer (10 mM Hepes, 150 mM NaCI, pH 7,5) vorgelegt. In die 
Spalten 2, 4, 6, 8, 10 und 12 jeweils 5 .pi 10 % Triton X-100. 
Die 96-well-Platte wird wie in Figure 2 dargestellt belegt . In die Spalten 
1-6 werden je 5 pi der in Puffer inkubierten Liposomen gegeben, in die 
Spalten 7-12 die in Serum inkubierten. Zu den 5 pi Probe plus 5 pi Puffer 
bzw. Triton werden 290 pi Puffer gegeben. Es wird jeweils wieder ein .Basis- 
und ein Triton-Wert genommen . Auf diese Weise kann man drei Formulierungen 
uber 8 Zeitpunkte pro Platte test en. Die Zeitpunkte sind die folgenden: 
null, null, 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 5 h, 24 h. 

FUr die Messungen .der Fluoreszenz wird ein Plattenreader mit 4 85/530 nm 
Filtern verwendet . Aus den gemessenen Floureszenzdaten werden die reltiven 
Freisetzungswerte . errechnet, indem der Tritonwert 100% Freisetzung 
entspricht. Tabelle 1 zeigt eine Reihe von getesteten Formulierungen. Es 
zeigt sich, dass nur erf indungsgemafte Zusammensetzungen eine hohe 
Serumstabilitat' besitzen. 
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Deutsche Patentanmeldung - Seriimstabile amphotere Liposomen 
Beispiel 4 

Einschlufl von FITC-ODN (fluoreszenzmarkierte Antisense-DNA) 

Das verwendete ' Antisense-Oligonukleotid .(ODN) ist ein 18-mer 
Phosphorothioat mit einer FITC-Markierung am 5'-Ende (Fluorescein- 
5 isothiocyanat) . Liposomen mit FITC-ODN wurden hergestell't : . 0,5 ml einer 1 
mM Lipidlosung mit 9 ug ODN . Zwei Ansatze mit unterschiedlichem Verhaltnis 
der kationischen Lipiden zu anionischer ODN: 3:1 und 4,5:1 
- Jewells DPPC/DOTAP/DG-Succ/Chol 20/10/30/40 

-Hydratisierungs- bzw. ODN-Ldsung: 10 mM NaAc pH 4,5, 300 mM Sucrose 
10 - Zur Abtrennung nicht eingeschlossenen ODNs wurden die Liposomen in einem 
diskontinuierlichen Sucrosegradienten mit 0, 0,8 und 1,2 M Sucrose in Hep 10 , 
NaCl 150 flotiert. 

Bestimmung des Einbaus an FITC-ODN aus der Summe der gemessenen FITC-ODN - 

• Fluoreszenzen (100 %) bzw. des Input und daraus abgeleitet dem Verhaltnis 
von freier zu eingebauter Fluoreszenz: 



% Liposomen 


Lipo-Reste 


Puf fer/Sucr . 


freie 


ODN 


gesamt. . 


3:1 43,3 


14,7 


5,4 


36, 


6 


100,0 


4,5:1 4 6,3 


10,7. 


4,5 


38, 


5 


100, 0 
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Deutsche Patent;anmeldung - Serumstabile amphotere Liposomen 
Beispiel 4 

EinschluB von siRNA (anti GFP) in amphotere Liposomen 

Als Ladungsverhaltnis von kationischem Lipid zu anionischer siRNA wird 5:1 
bis-10:l gewahlt. Die siRNA (in 10 mM Hepes, 10 mM NaCl pH 7,2) wird mit 
5 dem Hydratisierungspuff er (10 mM NaAcetat, 10 mM NaCl, 280 mM Sucrose, pH 
4,5) vermischt und auf den Lipidfilm gegeben, sodass eine 5-10 mM 
Lipidsuspension entsteht . Die Lipide werden durch Ultraschallbehandlung von 
der Kolbenwand gelost (max. 10 min) . Hydratisiert wird fur 15 min bei 
Raumtemperatur (POPC als Tragerlipid, bzw. bei 50 °C bei DMPC; DPPC als 
10 Tragerlipid) . Es folgt ein mindestens dreimaliges Einfrieren bei -70 °C (10 
min far 1 ml Volumen, 30 min fur Volumina bis 15 ml) und wieder Auftauen im 
Wasserbad (Temperatur wie beim Hydratisieren) . 

Der Kolben wird aufgetaut und bei grofieren Volumina werden 3' ml der Losung 
entnommen {in 8 ml Glasrohrcheh) . Der restiiche Ansatz wird wieder bei -7 0 
°C eingefroren. Die Extrusion erfolgt durch 100 nm- Filter. AnschlieBend 
wird der pH Wert mit 1/10 Volumen 1 M Hepes auf pH 8 f 0 eingestellt. 
Flotation der Liposomen: 

Die Liposomen Fraktionen werden mit dem selben Volumen 2,4 M Sucrose in H 2 0 
versetzt (d.h. es entsteht eine 1,2 M. Losung) . Den Gradienten schichtet man 

20 mit Puffer (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,5), darunter 0,8 M Sucrose in 
Puffer und zuunterst die Liposomen in 1>2 M Sucrose' in H 2 0. Das Volumen des 
Gradienten betragt maximal 4,5 ml. Die Flotation erfolgt bei Raumtemperatur 
fur 45 min bei 50.000 rpm in einer Ultrazentrifuge . Die Liposomen, welche 
sich zwischen der 0,8 M Sucrose- und der Puf f erschicht befinden, werden 

25 abgenommen. . 

RNA-Mengenbestimmung mit Ribo Green RNA Quantitation Reagenz 

k Der Assay wird im Endvolumen von 200 ul durchgef uhrt . Zuerst fertigt man 
eine Eichreihe der siRNA zwischen 1 ng und 10 ng an (10-100 ul 100 ng/ml 
siRNA) 

Das Ribo Green verdunnt man 1:2000 in TE-Puffer. Zu jedem Ansatz werden 100 
pi Ribo Green zugegeberi, dann inkubiert man 5 min bei Raumtemperatur und 
misst die Fluoreszenz bei 485/520 nm. Die Ansatze werden mit je 4 ul 10 % 

35 Triton (Endkonzent.ration 0,2 mM) versetzt, Diese Eichkurve dient spater fur 
die Bestimmung der in Liposomen eingeschlossenen Menge an siRNA. Nach ca. 
15 • min misst man noch ' einmal die Fluoreszenz. Die Ergebnisse werden 
graphisch in ein Diagramm eingetragen (je eine Kurve mit und ohne Triton) 
und Eichgeraden mit den dazu gehorigen Gleichungen aus den Werten 

40 generiert. 

Die Liposomen verdiinnt man in zwei verschiedenen Konzentrationen (z.B. 1:50 
und 1:100) und misst 2-3 verschiedene Volumina der VerdUnnungen. (z.B. 5, 10 
und 15 ul der VerdUnnungen ad 100 ul TE plus 100 pi Ribo Green Reagenz). 
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Deutsche Patent anmeldung - Serumstabile amphotere Liposomen 

ohne und mit Triton. Die errechnete Konzentration der siRNA " einer 
Formulierung muss bei den verschiedenen Messungen in etwa ttbereinstimmen . 
1st dies nicht der Fall, lag man mit ■ der siRNA-Menge auflerhalb der 
Eichkurven undsollte diese Werte nicht in die Berechnung der Konzentration 
einfliefien lassen. Die Effizienz, mit siRNA in ' verschieden Formulierung 
eingeschlossen warden konnte zeigt. die Tabelle X. 



Tabelle 2 : Einschluss siRNA antiGFP in amphotere Liposomen 



Fonrvul ierung 






POPC/MoChol/Chems/Chol 


50:10:30:10 


8,7.% 


DMPC/HistDG/Chol. 


50:10:40 


8,7% 


DMPC/MoChol/DGSucc/Chol 


20:10:30:40 


6,1% 


1 DMPC/DOTAP/DGSucc/Chol 


20:10:30:40 


20,5% 


DMPC/HistChol/Chol 


50:10:40 


56,4% 


POPC/MOChol/DPPS/Chol 


40:10:10:40 


58,4% 


POPC/MoChol/DGSucc/Chol 


20:10:30:40 


8, 1%. 


DMPC/MOChol/DGSucc/Chol 


35:10:15:40 


21% 


POPC/MoChol/DGSucc/Chol 


35:10.15:40 


16,8% 


DMPC/AC/Chol 


50: 10:40 


30,4% 


DMPC/HisChol/DPPS/Chol 


35:10:15:40 


30,1% 


DMPC/isoHistSuccDG/Chol 


50:10:40 


21,1% 


DMPC/MoChol/DG-Succ/Chol 


40:10:10:40 


49% 


DMPC/HisChol/DPPS/Chol 


35:10:15:40 


4 6% 
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Test yon siRNA-haltigen Liposomen im Serum 

tamodifizierte siRNA '■ wird im Serum' sehr schnell abgebaut . Um den 
schiitzenden Effekt der Liposomen auf die siRNA zu untersuchen, wird wie im 
folgenden dargestellt vdrgegangen . 

Die Konzentration der eingeschlossenen siRNA wird vor dem Serumtest 
bestimmt. Fur jeden zu testenden Zeitpunkt werden Liposomen mit je 4 ug 
siRNA pro Zeitpunkt eingesetzt. Getestete Zeitenpunkte : Null, 1 h, 2 h und 
4 h. . 

Die Liposomen mit 4 ug siRNA im Innern werden auf 60 ul Volumen verdiinnt 
mit dem Puffer, in welchem sich die Liposomen befinden (tiblicherweise 10 mM 
Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,5). Zu den Ansatzen werden 60 pi Serum zugegeben 
und bis zu den entsprechenden Zeitpunkte bei 37 °C inkubiert . Der 
Nullzeitpunkt wird separat bestimmt. 

Eine Phenol /Chlor of orm-Extraktion wird mit PLG-Eppis (Phase-Lock-Gel- 
Eppendorfrohrchen) durchgefuhrt fur eine gute Trennung der 
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Lichtintensit&t) . Die siRNA bleibt gefSrbt, wohingegen sich der Hintergrund 
wieder v611ig entfarbt wird. 
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DMPC/AC/Chol 50:10:40 hat. 



Deutsche Pat entanmel dung — Serumstabile amphotere Liposomen 

8. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
. DMPC/HisChol/DPFS/Chol 35:10:15:40 hat. ' 

5 9. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 

gekennzeichnet,' dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DMPC/IsohistsuccDG/Chol 50:10:40 hat. ' 

10. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 
10 gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DMPC/MOChol/DGSucc/Chol 35:10:15:40 hat. ' 

11- Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 '-5, dadurch 
^^gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung ' 
DMPC/MoChol/DGSucc/Chol 40:10:10:40 hat. 

12. Liposomale Formulierung nach einem der Anspruche 1 -5,. dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
POPC/MoChol/DGSucc/Chol 35:10:15:40 hat. 

20 

. :13. Liposomale Formulierung nach einein der . Ansprtiche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DMPC/Hist-DG/Chol 50:10:40 hat. 

25 14. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 

gekennzeichnet , dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
POPC/MoChol/DPPS/Chol 40:10:10:40 hat. 

■ B 5 - Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 -5, dadurch 
30 gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DPPC/DOTAP/DG-Succ/Chol 20:10:30:40 hat. 

16. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, \" dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
35 DPPC/HistChol/Ojol 50:10:40 hat. 



17. Liposomale Formulierung nach einem der Ansprtiche 1 -5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung 
DPPC/HistDG/Chol 40:20:40 hat. 
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POPC/HisChol/Chems/Chol 40:10:10:40 hat. 
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Seruiastabile amphotere Liposomen 



Zusammenf assung 

Die Erfindung betrifft amphotere liposomale Formulierungen, die besohdere 
Serumstabilitat zeigen und sich zum intrazellularen. Delivery von 
Oligonukleotiden eignen. 
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Tabelle 1 







SajTUJnOfc- 

fihi ) ltit 




Lipidmischung 


Varhaltnla 


Sorunat- 

•biiitat 






+ 


HC1CA 


* DPPC/HcChol/Chol 


50:15:35 








♦ 


SClGa ' 


POPC/HlsChol/Charca 


60:20:20 


- 




■*a .iu: ia : 4 0 




SC1E 


P0PC/H1 s Choi fC he ma 


50:15:35 


- 




sn iin>iA 




HClEb 


DPPC/HlsChol/Chemo 


60:20:20 


- 




•»a . lUSls J 40 




KC39 


OPPC/OGSncc/Cheois 


50:15:35 


- 




1 V ■ IV , JU i HI) 




SC7B 


POPC/ (flat PS/ Choi 


30:13:35 


+ 




35« 10 -lSi JO 


+ 


S7B 


POPC/HlatPS 


60:40 


- 






+ 


HC7B 


DPPC/HlstPS/Chol 


50:13:33 


+ 




20 ' ID i 3Q« 40 


♦ 


H7B 


DPPC/HiatPS 


60:40 


- 




50 : 10 : 40 




8C3C 


POPC/MoC hoi /C hema 


50:13:35 


- 




20 J 10 J 30; 4 0 




KC3C 


DP PC/MoChol /Chains 


50:15:35 


- 




40 5 10: 10: 40 






Dppc/ dotap/ Chens 


50:15:35 






20:10:30:40 




SC6 


POPC/AC/Chol 


50:1S:3S 


+ 




50:10:40 


+ 


86 ■ 


POPC/AC 


60:40 






4O:2OH0 


+ 


HC6 


DPPC/AC/Chol 


50:15:35 


+ - 




20:10:30:40 


+ 


H6 


DP PC/ AC 


60:40 






29:14:43:14 




BC12 


DPPC/CHIM/Chems 


50:15*35 






30:10:30:10 




SC12 


POPC/CHIM/Chena 


50:15i35 






60:10:30 




H34 


DPPC/HistSuoaDG 


60:40 






60:10:30 




85 


POPC/HistChol 


60:40 






50:10:30:10 




SC34 


POPC/His tSuccDC/Chol 


50:15:35 






50:15:35 


f 


HC35 


DPFC/IaoBlatSuccDG/Chol 


50:15:35 


+ 




50:15:35 


I- 


SC35 


FOPC/IsoHIstSuccDQ/Chol 


50:13:35 


+ 




50:15:35 




KC34 


DPPC/HlstSuce/Chol 


50:15:35 
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05 
07 
02 
03 
06 
2b 
3a 
4a 
7a 



SCI OA 
,HC5 



DMPC/MoCbol/OMPS/Chol 

DMPC/AC/Chol 

DNPC/HisChol/DPPS/Chol 

DMPC/IaohistsuccDG/Chol 

DMPC/MOChol/OGSUcc/Chol 

DKPC/MoChol/DGSuca/Chol 

POPC/MoChol/DGSucc/Chol 

DMPC/MistChol/Chol 

POPC /MoCh ol/ DG-3 uc c/Ch o 1 

DMPC/Hlat-DG/Chol/ 

DMPC/MoChol/DG-Succ/Chol 

PO PC/MoCh o 1 / OP PS / Choi 

DPPC/DOTAP/DG-3ucc/Chol 

DPPC/HiatChol/Chol 

OPPC/HiatDO/Choi 

DPPC/MoChol/DG-Succ/Chol 

DMPC/DOTAP/DG-St»ce/Chol 

DPPC/DCTAP/Cheiw/Chol ' 

DPPC/DOTAP/chema 

POPC/DOTAP/Chema 

0 P PC/MoCh o 1 /Ch ana / Ch ol 

POPC/HcChol/Chol 

DPPC/HiatChol/Chol 

POPC/HiatChol/Chol 
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Figur 1 

Abkurzungen und chemische 'Formeln verwendeter Lipide 
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Figure 2 

Pipetierschema fiir den Serumtest 
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